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Simple preparation method of outer membranes from Thermosynechococcus vulcanus 
 
 
 
 
目的と背景 
ラン藻 (シアノバクテリア)は酸素発生型光合成を行う原核生物である。分類上は、真正細菌ドメインのグラ
ム陰性菌に属するが、一般的なグラム陰性菌とは異なる性質を持つ。一番大きな特徴は、細胞内に複雑な膜系を
持つことである。ラン藻細胞の膜の一般的な構成は、外側から外膜、ペプチドグリカン層 (細胞壁)、細胞膜と
なっている。さらに細胞膜で囲まれた空間 (細胞質)は、他の細菌とは異なり、非常に多数のチラコイド膜が浮
遊している。このチラコイド膜は細胞全体の膜の中でも大半を占めており、外膜 (細胞壁)と細胞膜は全体の 1 %
にも満たない。外膜や細胞膜の調製は、その低い含有量のため長い間困難であったが、現在ではショ糖密度勾配
を利用した浮上密度勾配遠心法による細胞膜の調製方法が使われている (Murata and Omata, 1988)。 
外膜の調製方法としては、大腸菌の外膜調製法を応用して、陰イオン性界面活性剤であるサルコシル (N-ラウ
ロイルサルコシンナトリウム塩)を使う方法が知られている (Wilhelm and Trick, 1995)。サルコシル処理を行う
ことで外膜以外の膜を可溶化することができるため、上で述べたラン藻の膜の調製で行われる浮上密度勾配遠心
法の後にこの処理を行い、外膜を調製する方法が主流となっている。しかしこの方法は、フレンチプレス装置が
必要であるとともに、16時間の超遠心を行って調製しなければならず、最低 2日がかりの実験である。しかも、
純度の高い外膜を簡便に調製する方法は確立していないため、外膜にどのようなタンパク質が存在し、どのよう
な働きをしているかということはほとんど明らかになっていない。外膜を研究するためには、より簡便で汎用性
の高い調製法を開発する必要がある。 
本研究では単細胞性好熱性ラン藻 Thermosynechococcus vulcanus において、外膜に存在するカロチノイド、
ミクソキサントフィルを指標に、従来よりも簡便な操作で外膜を調製する方法の開発を目指した。普段はほとん
ど使われない、リゾチーム処理により調製したペリプラズム抽出液に、外膜の吸収とよく合っている 450 nmか
ら 520 nm付近の吸収があった。これを精製したところ、膜のような構造を持つ橙色の画分を得ることができ、
様々な性質はこれまで報告されていた外膜のそれとよく合っていた。今回単離した橙色の画分が外膜であれば、
従来よりも簡便な操作で外膜を調製することができたことになる。これは、今後ラン藻が持つ膜について研究を
進めていく上で有益なデータとなることだろう。 
 
結果 
・新しい方法 (分別遠心法)による外膜の調製 
細胞をリゾチーム処理し、遠心して細胞を沈澱させた上清、いわゆるペリプラズム抽出液はフィコシアニンに
よる吸収に加えて 450 nm、480 nm、520 nm付近に吸収を持っていた。これを再び 15,000×gの遠心にかける
と、青色の上清と、緑色と橙色の 2つの色からなる沈澱が得られた。得られた吸収スペクトルとその色から、
上清にフィコビリンタンパク質が分離され、カロチノイドに富む成分が沈澱してきたことがわかる。 
 この沈澱を緩衝液に懸濁し、卓上遠心機で弱く遠心すると緑色の成分が沈澱し、それにより上清には橙色の成
分のみを含む画分 (以後、カロチノイド画分)を回収することができた。 
 こうして得られたカロチノイド画分の吸収スペクトルは、450 nm、480 nm、および 520 nmに吸収ピークを
持ち、従来の調製法である密度勾配浮上遠心法に続くサルコシル処理で得られた外膜成分の吸収スペクトルとよ
く合っていた。さらに、この画分にはチラコイド膜の混入に由来するクロロフィルの吸収 (678 nm)が全く見ら
れず、分離法としては従来法に比べ優れていると考えられる。 
 
・カロチノイドの組成 
 外膜にはカロチノイドの１種である、糖を結合したミクソキサントフィルが存在する。分別遠心法により精製
したカロチノイド画分に含まれるカロチノイドを同定するため、メタノールにより色素を抽出し、吸収スペクト
ルを測定した。吸収ピークはそれぞれ 447 nm、473 nm、および 504 nmに見られ、メタノール中でのミクソキ
サントフィルの吸収とよく合っていた。さらに色素組成を TLCにより分析したところ、分離した膜画分 (チラ
コイド膜、細胞膜、カロチノイド画分)の中で唯一ミクソキサントフィルを含んでいることがわかった。 
 
・透過型電子顕微鏡による解析 
 カロチノイド画分と浮上密度勾配遠心で分離した各膜画分についてネガティブ染色を行い、JEM-1400plus透
過型電子顕微鏡 (日本電子株式会社)により観察を行った。どの画分も、一般的な特徴として、像の縁が白っぽく、
その内側はやや黒かった。一部には、さらに中心が白っぽくなっているものも見られ、脂質二重層で構成される
生体膜が閉じた状態でネガティブ染色されたと考えられる像を観察することができた。したがって新規に開発し
た方法で得られた画分は可溶性のタンパク質ではなく、膜であると言える。 
 
・SDS-PAGE 
 従来の方法、および新規に開発した方法で分離された画分を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ、
銀染色を行うことでタンパク組成を調べた。外膜の成分として報告されている 52 kDaのバンドがカロチノイド
画分と外膜成分の主成分であり、このことも得られた画分が外膜画分であることを支持していた。 
 
考察 
 本研究で開発した方法は、リゾチーム処理後に分別遠心で分離するだけで外膜を調製できる極めて簡便なもの
である。このようにして得られた画分はⅰ) その吸収スペクトルからカロチノイドは存在するが、チラコイド膜
の指標となるクロロフィルの吸収がなく、また、TLCの結果と合わせ、色素としてミクソキサントフィルのみを
持っていた。ⅱ) 電顕像では膜の構造に特徴的な像が観察され、ⅲ) 電気泳動でタンパク組成を調べたところ、
外膜に特有なタンパク質を持っていた。これらの性質は従来法で調製した外膜画分ともよく一致していた。以上
のことから、本研究で調製した標品はラン藻外膜であると言うことができる。スケールアップして調製すること
も可能なこの簡便な調製法は、今後外膜を使った生化学的研究を行う上で重要なテクニックになるものと考えて
いる。 
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